




















骨細胞分化に対する EGCG の抑制効果の定量を試みた．雄性 ddy マウス（5～ 8 週齢）の大
腿骨および脛骨より，骨髄細胞を採取した．骨髄細胞を 100,000/well で播種させた．EGCGを
1 µM，10 µM，100 µMの濃度で培地に添加させ，CO2 インキュベーターで培養し，骨髄細胞
を破骨細胞へと誘導した．計 188 時間の破骨細胞培養を行い，24 時間後および 72 時間後に培
地の交換およびEGCGの添加を行った．酒石酸抵抗性酸性ホスファターゼ （TRAP） 染色陽性
にて核が 3個以上の多核破骨細胞数を測定した．EGCG添加により濃度依存的に CI 値および
TRAP 染色による多核破骨細胞数は，抑制された．さらに，CI 値および多核破骨細胞数は，
強い相関を示していた．また，1 µMの低濃度 EGCGでも抑制が認められた．緑茶 1杯（カテ












































































研 究 方 法
　1．動物および材料



















米国）培地に 15％のウシ胎児血清，25 ng/ml の
M-CSF と 100 ng/ml の RANKL を含有させ骨髄細
胞を1.0× 106個 /穴にてRTCAのためのE-プレー
トおよびと 96 穴プレートに播種した．培養は，
37℃，湿度 95％，5％ CO2 飽和の CO2 インキュベー
ターで 8日間行い，培地は 1日後と 3日後に交換を
行った．EGCG は，1 µM，10 µM，100 µM で培養
開始時より添加させ，培地交換時も同様に添加し








とに 192 時間後までのCI 値の定量をおこなった．






























96 時間後，C：122 時間後，D：144 時間後，E：164 時間後，F：188 時間後．陰性対照
（RANKL（－），MCSF（－））は，G：72 時間後，H：144 時間後，I：188 時間後．赤矢
印は，巨大多核破骨細胞，黄矢印は，巨大多核破骨細胞のアポトーシスを示す．図のス
ケールは 200 µmを示す．





値±標準誤差で示した．n＝ 4．＊＊：P＜ 0.01 vs 
陽性対照，#：P ＜ 0.05，##：P ＜ 0.01 vs EGCG 
1 µM．
B） グラフは，RTCA による多核破骨細胞数の EGCG
添加による変化を示す．グラフの値は，平均値±標
準誤差で示した．緑矢印は，培地交換を示す．n＝8．
＊：P＜ 0.05，＊＊：P＜ 0.01 vs 陽性対照，#：P＜
0.05，##：P＜ 0.01 vs EGCG 1 µM．
C） グラフは，CI 値と多核破骨細胞数の散布図および
回帰直線を示す．R2 ＝ 0.764，P＝ 6.99×10－9．
図 2　EGCG添加による破骨細胞のTRAP染色
EGCG添加によるマウス骨髄細胞の培養後の光学顕微鏡による写真を示す．1 µM EGCG
添加は，A：72 時間後，B：144 時間後，C：188 時間後．10 µM EGCG 添加は，D：72
時間後，E：144 時間後，F：188 時間後．100 µM EGCG添加は，G：72 時間後，H：144









100 µMの EGCG 添加群では，6日目で骨髄細胞も
しくは破骨前駆細胞が明らかに増殖していた．従っ





群 6.00±1.46 個，1 µM群 3.50±1.15 個，10 µM群 
1.50±0.56 個，100 µM群は，0個であった．144 時
間後では，対照群が 195.75±15.51 個で最大となり，
1 µM群は，91.25±4.39 個，10 µM群は，34.00±3.91
個，100 µM 群は，0 個で対照群と比べて有意に
EGCG が抑制した．164 時間後では，対照群が
145.75±6.90 個と減少し，1 µM群は，109.00±3.52
























































　カテキン含有 400 mg の緑茶を 1 杯ほど飲むと
EGCGの最高血漿濃度が 2 µM程度になるという報
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　Abstract 　　 The decrease in bone density occurs by the increase in bone resorption, due to the 
breakdown in the balance of resorption of bone by osteoclasts dissolving and bone formation by osteo-
blasts.  Osteoporosis is a representative disease caused by the decrease in the bone density.  Therefore, 
osteoclasts are one of the important target cells for the treatment of osteoporosis.  Recently, a real-time 
cellular analysis system （RTCA） was developed to analyze the quantity of cytomorphology and the cell 
adhesion in vitro  by measuring the electronic impedance （Cell Index; CI） of the electrode in a plate.  To 
date, there was no report on the use of RTCA for osteoclast diﬀerentiation until our report.  Therefore, 
we thought that RTCA is useful  for the screening of therapeutic drugs for osteoporosis.  We reported 
inhibition of osteoclast diﬀerentiation by epigallocatechin gallate （EGCG）.  In this study, we attempted to 
quantify the inhibitory eﬀect of EGCG for osteoclast diﬀerentiation using a new method.  We have taken 
bone marrow cells from femur and tibia bone of male mice （5-8 weeks of age）.  We cultured bone mar-
row cells of 1.0 × 105 cells/well.  We added EGCG to culture media of bone marrow cells in 1 µM, 10 µM 
and 100 µM with CO2 incubator and induced osteoclasts.  We cultured osteoclasts for 188 hours in total, 
and exchanged the culture media and added EGCG after 24 and 72 hours.  We counted the cells for os-
teoclasts which appeared as tartrate-resistant acid phosphatase （TRAP）-positive and had three or more 
nuclei.  The multinuclear osteoclast number by TRAP staining and the CI level were inhibited concentra-
tion dependent by EGCG.  Furthermore, the CI level and the multinuclear osteoclast number had a 
strong correlation.  In addition, we found that 1 µM EGCG of low-concentration inhibited the osteoclast 
diﬀerentiation.  There is a report that the highest plasma concentration of EGCG becomes 2 µM by drink-
ing one cup of green tea （400 mg of catechin components）.  Therefore, it is strongly suggested that 
EGCG has an osteoporosis prophylaxis eﬀect.  RTCA does not require the staining and the measurement 
is possible sequentially.  RTCA is relatively simple and easy, and the screening of drugs for osteoclasts is 
enabled.  It is suggested that this RTCA system might be useful to determine the appropriate level and 
the site of action of osteoporotic therapeutic drugs.
Key words :  osteoclasts, assay, real time cellular analysis system （RTCA）, epigallocatechin gallate 
（EGCG）, bone marrow cells
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